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I.- OBJETIVO.

El objetivo que e persigue al realizsar el presen
te trabajo, es el de establecer, el método miorg ~-
bioldgico de difusifn en placa de agar para 1la ——e
determinacidén de la potencia de la Variotina, fren-
te a Peniocilliuvm chrysogenum por ser un microorga~-
nismo semsible a este antibibtico.



I~ INTROIUCCIOR
ARTIBIOTICOS.

El término antibiético fue propuesto por Wakeman, des
cubridor de la estreptomicina, pare definir substamoias
dotadas de aetividad antimiorobiana, y exirafdss de es-
tructuras orginicas vivientes. En 1880 Vuillemin em un-
trebajo titulado * Antibiose et Symbiose ¥, orea el t&r
mino ™ esntibioeis ", que demvxibe la lucha entro seres ~
por la supervivenola. Posteriormente, VWard adopta esta -
palabra para desoribir el antagoniamo miorobiano. Algfn-
tieppo despuds, ya en plena ors awtibiftica el término -
signifioé substancia extrafda de seres wivoe, ya fueren
estos: baoterias, honges, o algas, com ospacidad pars --
saular le vida de diversos microorgaxismos, :

. Rota génesin era primordial para. distingnirlos de los-
quinioterapéuticos,

El antibidtico proven{a do un mmndo vivo, el quimiote-
rapéutico del laboratorio. Pero el avance de la téonica,
ol conocimiento progresive de las férmulas de diversos -
antibidticos, la posibilidad de su preparasién sintética
partiendo de bases quimicas puras desdibujaron el valor-
del origen para calificarlo como antibidtico o quimio—-
terapéutico.

Los agentes quimioterapfuticos son las substancias —-—-
qufnicas que se emplean para el tratamiento de las enfer
medades infecciomsas ¢ de las afecoiones cansadas por la-
proliferacifn de microorganismos patfgenos, '

Para poder emplearse como agente quimioterapfutico una
substancia debe poseex baja toxicidad para las célules -



hospederas o sea quet

1o~ Debe destruir o prevenir la activided del patégeno sin
dafiay las oélulas del hospedero, o causdndoles un dafio
minimo.

2.~ Debe eantrar en contacto con el patdgenoc penetrando en~-
las oflulas y difundiéndose en los tejidos del hospade
10 en concentracidn eficaz.

3o~ No dobe interforir en los macanismos naturales de de--
fensa del hospedere, como la fagoeitosis y la forma~--
oién de antlouerpos.

Los antibigticos son una olaso espeoial de agemtes quimio
terapedticos que ss obtienen generalmente de orgmaismos vi
‘vos. La palabra antibiético designa al producto metabélioco
de un organiemo que o8 perjudicial o inhibitorio para ——--
otros microorganismos en muy pequeilas cantidades,

Los organiemos vives se protegen de otros por varios medios

1e~ Los desalojan fisicamente; o los matan de inamicién uti
lizando los alimentom disponibles.

2.~ Hacen ol medio desfavorable para sus competidores; dema
siedo dcido o demasiado bésico, o modificando la Préw—-
8ién osmética o la tensidén superfioial.

3o~ Segregan subsianociass especificas que interfieren el me-
tabolismo de otras especlen evitande su desarrollo o -
destruyéndolas.

PROPIEDADES DE UN ANTIBIOPICO EFICAZ.
Pars ser verdadersmente bemeficiosos debem poseer todas -

"1as oualidades de un agente quimioterapéutico y ademfis las
aiguientesn.



1+~ Destruir o inhibir muchas especies diferentes de mioroor
ganismos. Esto es lo que se ontiende por " antibidticos
do amplic espestro ",
2+~ Dificultar el desarrollo de formas resintentes de lop -
patégenos.
3o~ Ho producir ofectos secundaxrios desagradables, cOR0 =
reacoiones de sensibilizacidn o alérgicas, lemiones en-
‘108 nervios o irritacidn de los misctemas renal y gastro
intestinale .
4o~ No modifigar o suprimir le flesre microbiana * normal "-
del hospederv, porgue al hacerlo asf ee perturba 6l o
equilibrio dé la Nadurelesa, permitiendo gue los mioro-
bios que no 8on patdgenos de ordinario, o formas patége
nas facultativas que estan reprimides normelmente por -
- la flore habitual establesoan una nueve infeccifm.

LA BUSQUEDA DB NUEVOS ANTIRIOTIOOS.

Sir Aloxsndor Fleming dijo on wna 00asifn que su descubri~-
miento podrfa haber eido més notable si la penicilina fuera
el mojor y wés eficas de los antibibticos que se descubrie-
ran jamde. Profetizé as{, que a medida gque fueran deBcU=—e-
briéndose nuevos. sntibiéticos se encontrarfs algmo que ten
dr{a propiedades beneficas que le faltaban a la penicilina.

Podr{a tenor més amplio espectro de accidén, menos toxioi-
dad, mayor estabilidad y aotivided mds duradera.

Aunqus la peniciling sigue siendo wmo de los antibidticos

nfs eficaces, continfia la exploracifa emn busca de aquel ~—
ideal.

L



Entre los mejores pe encuentren agquellos que atacan & —--
gbrmenes patégenos que no responden al tratamiento por la -
reniciline 0 que desarrollan resistencia a este antibidtico.

51 bien los antibidticos de amplio espectro son mmy valip
gog, los que poseem asotividad contra grupos espeocificos, —-
coMO loB hongos, protozcos, Yy los virug son armas sumamente
estimadas en el arsenal médico.

Los antibidticos mfa conooidos y nfs oficaces hasta ahora
go producen por 3 glneros de micrcorganismos:

Paoillus, Penicillium, y Streptomices, todos los cuales
80 encuentran maturalmerte en el suelo y em {ran abundancia.

El suelo se ha e¢studiado extensamente, izivestimdo 18 s

existencia de aiorobios capaces de producir nueves antibid-
ticon,

Ahore bien, la eficacia de los antibifticos desde el pune
to de vists terapéutico, se deaunestra por la inhibioién que-
efectuén sobre mioroorganismos egpeci{ficos bajo condiciones-
cspoviales.

Loe cambios sutilos debidos a la dieminucién de la aotivi
dad antimiorobisma, ain no se pueden demostrar por wmétodos-
quimicos, pero si mediante valoraciones wxicrobiolfgioss mee
utilisando cultivos tipo. Para la valoracign se emplean dos
nftodos generales;

KL de oilindro en placs y ol turbidimdtrico.
Kl primero, se basa em la difusifn del antibidtico desde un
0llindro vertical msobre una plaoca de agar solidificado qQue-



que contiene el gérmem prueba, depositado em une caja Pe-
trd,

La gona de inhibioidn prevista del miocroorganismo es un
drea oircular que gueds alrededor del cilindro que contie-
16 la soluciga antibidtico.

El ocogundo s¢ basa en el desarrollo de wn oultivo miorp
biano en un medio lfquido que contiene una soluoidn uniem—-
forme del antividtico: dicho medio favorece el rdpido dess
rrollo microbiano en ausencia del antibidtico,

El wétodo miorobioldgico de difusién en placa de agar es
el método seleccionado pare el desarrollo del presente -«
trabajo,

Se ha escogido este tipo de andlisis por la granm sensibi
1ided que presenta y por coneiderarse que tiene una exsoti
tud oconfiable,

La valoraseign fue realisada con dos variantes, basadas o
en ol mismow principio de difusigdn, utilizdndose para ello-
saneidiscos de papel filtro y eilindros de acero inoxida-
ble o peniecilindros.
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GENERALIDATES.

BEn los ostudios de antibidticos dirigidos por el -
profesor Sumuki, efectuados en el Instituto de Mico-
logia Aplicads de la Universidad de Tokio, los inves
tigadores obtuvieron una substancia fungioclda en el-
filtrado de un oultive de hongos que designaron oconw
el nfmero K - 5201 que fue aislado del suelo,

La cepa udmero K ~ 5201 fue investigads y clasifi-
oada coxc Pecjlomices varioti Bainier variedad smti-
biotious y ol antibdiético producido pox este oeps —
fae llamado Yariotina, el oual se encontrd que tenfa
baje toxicided.

PRODUCCION DE VARIOTINA.

I1a cepa empleads pars la produccidén de Variotina -
fue Pecilomices varioti Bainier variedad antibioti——
cus, pars ello se utilizé un cultivo agitado en tan-
que de formentacién aireado, la fuente de carbono —-
nds apropiada quedo determinada por el miguiente ~-
ndtodo,

Al redio basal conteniendo nitrato de sodio al 0.3
% 8o le agregé en el siguiente oxden:

FYoatato dibdsico de potasio 0.2 %
Sulfato de magnesio ( hidratado ) 0,05 ¥
(Loruro de potamio ( hidratado ) 0,05 £
Sulfato ferroso ( hidraetado ) 0.001 %

Al medio, a un pH de 6.0y lo fueron agregadas las
fuentes de carbono en unm 3.0 % ocomo se muestra en la
tabla # 1.



Tabla # 1, Efeoto de la fuente de oarbono en la produccién de variotina.

2 &fas ) dfas 4 dfas 5 dfas 6 dfan 7 ddas
Puente de carbono PH u/wle|pE u/ml. [pH u/ml. |pE u/le {pE u/md. | pE u/ul,
Sacarosa 5.6 2,0 | 6.0 19 6.2 28 6.2 5 5.4 6 5.4 10
Glupona 5,6 0 5.6 6 5.4 12 5.4 17 5¢4 9 5.2 6
Pruotuosa 5.6 0 6.0 6 6.2 10 5.8 15 5.8 10 6.2 14
¥anosa 5.8 0 6.0 5 6.2 14 6.0 21 5.6 12 5.8 14
Glicerol 58 0 5.8 0 6.2 6.6 13 5.6 66 O
Manita 5.6 ¢ 5.6 O 6.2 2 6.2 0 6.4 O 6.8
Maltopa 6,0 0 6.6 5 6.6 6.8 5 5 54 6
Almidaén 6.0 2 6.2 7 €.6 10 6.6 10 6.7 16 6.6 =
Xilosa 6,0 0 6.0 0O 8.2 6.0 6.2 0 6.2 0
Lactosa 6,0 © 60 0 |[6.2 63 6.2 6.2 0
Galactosa 60 O |64 O [6.6 0 |65 62 0 | 6.4 0




La sacaroda fue la fuente de carbono més apropiada —
para la produceifn de variotina, La cepa ndmero X -
5201 fue inoculada dentro de matraces de 500 ml., los
cuales contenfan 100 ml. de medio de cultivo estéril
gque se incubaron a 25°C de 3 - 6 dfas con agitasidn,
la aotivided alcanzd el méximo, decreciendo despuds-
raplidenente.

Como se muestre en la tubla # 2, se bused también la-
fuente de nitrégeno més apropiada, agregando al mismo
medio basal conteniendo 3 ¥ de sacarvsa las alguien—
tes fuentes de nitrdgeno en las siguientes concentra~
olones.

Nitrato de sodio 0.3 §
Kitrato de amonio 0.5 %
Sulfato de mmonio 0.5 %
Harina de frijol de soya 0.5 %
Harina de caoahuate 0.5 %
Harina de semilla de algoddn 0.5 &
Extraoto de carme 0.5 %
Peptona 0.5 %
Infusidn de licor de mafz 1.0 %

EL oultivo 90 hizo de la misma manersa y sé encontrf -
que la fuenie mfs aproplada de nitrfgeno era la inor=
ginica para la produccidn de variotina, Pe eata mane-
ra 8¢ determino que el medio mds adeouado pare 1la —-—
produccifdn de variotina fue la siguiente.

Sacarcsa 3.0 ’
Fosfato dibdaico de potasio 0.20 &%



Tabla # 2. Bfecto de 1la fuente de nitrégeno en la producoidn de variotina.

Fuente do nitrégeno 2 dias 3 dafes 4 dlas 5 dias 6 dias 7 dfas
pE uw/nle| pH u/ml. |[pH u/hl. |pH u~al. |pH ufml. |pH v/l
Hitrato de sodio 62 1 &2 10 6.0 20 %8 . 14 6.0 10 6e8 8
Nitrato de amonio 6.0 2 60 8 1548 16 [6.0 10 [6s2 6 646 6
Sulfato de amonio 6,0 2 62 5 5.8 15 6,0 16 6.4 4 |66 O
Harina de soya 5.6 0 524 O 5¢4 0 6.6 4 6.8 0 70 0
Harina de oaoahuate - 0 - 2 - 8 » 0 - 0 - 0
Harina de semilla de
algodén - - 0 - 8 - 4 - 0 - 0
Extracto de omnrme 5.4 544 5.4 4 504 3 ]5.6 504 0
Peptona 5.4 1 5¢¢ 10 |5.2 1 5¢4 0 646 0 [Te0 O
Infueién de licor
do mafs 5.6 0 54 0 |54 0 |54 2 |54 10 [5.4 10
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Cloruro de potaesio 0,05 %
Sulfato de magnesio 0,05 %
Sulfato ferroso ( hidratado ) 0,001 %
Kitrato de modio 0.3 %

( § nitrato de amonio 0.3 %, sulfato de amonio 0.3% ).

Oon este medio se oargd el tanque de fermentacidn el
gue oe inoould con las esporas de la cepa productora
de variotina, se incubf por una semana a 25°C hasts la
esporulacifn; despuss de 90 horas de fermentacifn, la
actividad de variotina en el filtrade slcansd ol mixi

mo ( 16 u/Mml. ) .
SEPARACION Y PURIPICACIOR DE VARIOTINA,.

86 litros de ocsldo de onltivo y el micelio fueron =
extraidos dos veces ocon acetato de etilo. Los extraoce
to8 ge combinaron y concentraron hesta obtener ng e
consistencia sirupoea de color café por evaporacidn -
con vacio. El residuc siraposo fue disuelto en mets—
nol y después precipitado y por refrigeracién se remo
vieron las impuresas. La solucién metandlioa se evepo
ré con vaoio y el residuo sirupose se disolvid en wm-
Ster, siendo removidas las impuregas por filtracién.

La soluoién de §ter quedo concentrada bajo presifén~-
a un volumen pequefio y le fuercn afiedidos dfez volime
nes de Ater de petrfleo, enfriando enseguida.

Se preocipitf wma substancia aceitosa gque fue separade
del solvente por decantacifn y lavada con Ater de w—
potrfleo. La substancia aceitosa se dimolvié en tetrs
cloruro de carbono, las impuresas caff rojizas fuerom



Tabla # 2. Efeoto de 1a fuente de nitrégenc en la producoidn de variotina.

Tuente de nitrdgeno 2 afas 3 dfes 4 dfes 5 dfae 6 d{aa 7 &{as
PH u/ul.| pH u/ml, |pH u/ml, | pH u-al. |pE wyml. | pE uw/ml

Ritrato de sedio 62

1 6«2 10 60 20 |58 .14 640 10 6.8 8
Nitrato de amonio 6.0 2 6.0 B 5.8 16 [ 6.0 10 [6.2 6 6.6 6
Sulfato de amonio 6.0 2 62 5 58 15 | 6.0 16 6.4 4 6.6 0
Harina de soya 5.6 0 54 0 54 0 6.6 4 6.8 0O 7.0 0
Harina de caocahuate - 0 - 2 - " - 0 - 0
Harina de semilla de
algoddn - 0 - 0 - 8 - 4 - 0 - 0
Extracto de care 54 0 564 3 |54 4 5.4 3 5.6 3 5.4 0
Peptona 5.4 1 5.4 10 562 1 5.4 0 66 O 7.0 0

Infueién de licox
de mafls 5.6 0 5.4 0 S5eé4 0 5.4 2 5.4 10 54 10
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(loxuro de potasio 0.05 &%
Sulfato de magnesio 0.05 %
Sulfato ferroso ( hidratado ) 0,001 %
Fitrato de sodio 0.3 %
( 6 nitrato de amonio 0.3 % sulfato de emonio 0.3% ).

Oon easte medio se cargd el tanque de fermentacifn el
que se inooulf con las esporas de la cepa productora
de variotina, se inocubf por une semana a 25°C hasta la
esporulacidn; despuds de 90 horas de fermentacidn, la
aoctividad de variotina en 6l filtrado alcansf el mdxi

mo ( 16 u/ml. ) .
SEPABACTION Y PURIPICACION DE VARIOTINA,

86 litros de ocaldo de cultivo y el micelio fueron =
oextraldos dos veces con acetato de etilo, Los extraow
to8 8e combinaron y concentraron hesta obtener une -
consistencis siruposa de color cafd por evaporacidén -
con vacio. El residuo siruposo fue disuelto en motlw-
nol y después precipitedo y por refrigerscién se Temo
vieron las impuresas. la solucién metanélica se evapo
ré con vavlo y el residuo siruposo se disolvid en wee
#ter, siendo removidas las impurezas por filtracién.

La soluoién de Ster quedo concentrada bajo presidén~
a un volumen pequeflo y le fueron efiadidos dfez voldme
nes de Ater de petrdleo, enfriando enseguida.

Se precipitf wma subatancis aceitosa que fue separada
del solvente por decantacifn y lavada con Ster de —
petrfleo. La substancia aceitosa se disolvid em tetra
oloruro de carbono, las impuresas cuf§ rojizaas fueron



3.4,

11

desechadas en lss massas insolubles, El proceso de 1a

extraccidn se representa em la figura # 1, la evapow
racidn del solvente con vacfo did una substancia acei
tosa ligeramente amarillenta com vna sotividad de ve~
riotine de 145 u/mg.

Las siguientes purificaciones de variotina fueron he-
ohas por un contador de distribucidn de coxriente de~
130 tubos ueando una mesolae de metanol al 70 % y te--
tracloruro de carbono 131,

Ia distribucifn de variotina fue en los tubos del =
nfmero 47 al 73, el pico fue en el tubo # 61, la ocum

‘va de distribucidn fue dibujada por bio - actividad,

Ia ffrmuls propuesta mde probable fuei Cy8Hy7H0,.

Ia cual al sufrir una catalisis com platino.perdid
agus quedando t 0173251103.

Bl espectro de absorcifn al ultravioleta es de 320
o, El pico de 1s substancis secs ge midid con la cur
va tedrica, indicando gque la variotina es una substan
cie singular ¢ simple.

PROPIEDADES FISICAS Y QUIMIOAS DE VARIOTINA.

3e4o1. FOMBRE QUIMICO. N = ( 8 =~ hidroxi ~ 6 - metil ~ traus

- trans « ¢is = 30deca = 2 = 4 = 6 = trienoil ) ~ 2-
pirrolidona,

Je4.2. PESO MOLECULAR. 291,38

3e4e3. FORMULA CONDENSADA. 017325303 .



Pigura no. 1. BExtraceidn de variotina.
86 1itros del oultivo filtrado ( 16 u/ml,. )

r(}apa del solvente. 50 1. lavado con agua Capa aouoaa1
nmoo3, !12304, dilucidn acuosa, y agua.
Conoentracién al vacfo.

Jarabe 5,5 g, disueltos em 250 ml. de metamol caliente, enfriar,
PePe Sobrenadante concentradol al veocio
Jarebe disuelto en 50 ml. de ter
] DeDe Sobrenadante concentrado a 100mi.

afindiendo 71 L. de éter de petrdleo

enfriar, 3
Subet‘a.noia aoceitosa precipitada, lavada Sobrenadanta]

con pequefios voldmenes de éter de petréleo,
disolucifr en 300 ml, de 001{, oaliente, enfriar,

rﬂaaae precipitadas Sobrenadantes oonoontmao‘a en vacio
a sequedad.

Aceite ligeramente amarillento
646 8oy 145 u/ml,

Contador de digtnbuoiﬁn de corrien
te.

Ageite incoloro 166 u/ul.
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TABELA 1B SOLUBILIDADES

Cantidad relativa de disolventes en milflitros para t gramo
§ 1 milfisitro.-

y soluble Menos de 1 wml.
cagente soluble de 1 mle 10 ml.
Luble de 10 mwl. & 30 ml.
noagasente soluble de 30ml, & 100 ml.
igeranentes soluble de 100 ml. & 1 000 ml.
ligoramente soluble de 1 000 ml. & 10 000 wml.

ractlcamente insoludle més de 10 000 ml.
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344.4, FORMULA DESARBOLLADA.

Je4e5.

H
\ CHy
C=C
[
CHq=(CH2)9~CH c=¢ H
. LS B S| ]
OH §  ¢=¢ i
/| /
H Ce=N
Deacripoifn. CAN N

Se presenta como un acplte neutro incoloro o ligeramen
ts amarillento con olor a-éster.

No muestre punto de- ebullicifn definido o punto de -~
descomponicifn a 1a presidn atmoeférica, es gradual.
mente incoloro & 105°C, pero a altas tempersturas ocam
bia 0 8e vuelve obecuro con descomposicidn.

Le variotina es inestable y pierde gradualmente su ag
tivided fungicida en el dssecador; aunque en solven--
tes orgfuicom es oclaramente estable, es uuy inestable
en oondiciones aloalinas.

La variotina es ligeramente soluble en aguid, éter de-
petrdleo y ligroina; pero facilmente soluble em vardos
solventen orgénicos cowmo:

Motanol, etanol, butanol, alcohol amflico, acetona, =
acetato de etilo, acetato but{lico, metil butil ceto-
na, henceno, dter, cloroformo, teiracloruro de carboe
no, disulfuro de carbono, &ter de benecilo, piridina,
dioxano, cicle hexanol, glicerol, etilenglicol y 4ci-
do acftico.

3e40e6s Absorcidn al Ultravioleta.

X1 espectro de absorcifn al Ultravioleta en metanol -
o8 de 318 -~ 324 nm,
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g1%

1 em. = 1198

3e4:Te E1 espectro de absorcifn al infrarrojo.
%iene bandas de absorcifn en 3

1350, 1310, 1260, 1190, 1160, 1125, 1075, 1065, 1025
1005, 970, 935, 885, 865, 840, 800, y T15 om ~ '

Son sugeridos la presencia de grupos Seteres e hidroxi
loa y dobles ligaduras carbin ~ carbén.

Le variotina da reacoidn positiva pare la formaeién de
diazo-nitro-alquil y prueba de formacién de doido hi-
dmmcﬂo

Da reascciones negativas pare clorure £érrico, Million
Ehrlich, Sakaguchi, Molish, Biuret, Xantoproteina y-
prueba de ninhidrina.

La variotine esta exente de haldgenos, azufre, fosforo
¥y conigas.

Ee inestable y su actividad bioldgice deorece gradusl
wente 8% S8 deja al medio ambiente, ain cuando es bas
tante estable en solventes orgnicos,

La variotine inhibe el crecimiento de varios hongos
pero no de ciertas bacterias y olertas levaduras,

La mfnima comcentracidn necesaria para la inhibicifdn
completa contra la serie de microorgenismos e mmes—
tra en la tabla # 3, algunos hongos como Trichophy——

ton, Epidermophyton, Microsporum, Criptococcus y &--
Blastonyces son muy sensibles a la variotina, algu-~

nas cepas de Penicillium, Aspergillus, Rhigopus y -
Monilia son también sensibles a este antibidtico.
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Tebla no. 3
Espectro antimicrobiano de variotina.

Organismo prueba Medio | Dfas | Minima ooncentra
cifn de’ yardioti-
na u/kl.

frichophyton mentagrophytes P 7 5

Trichophyton tonsurans P 7 0.13

Trichophyton interdigitale P 7 0.5

Trichophyton rubrum P i 0425

Epidermophyton inguinale P 7 0.5

Miorosporun audouini b4 18 0.13

Miorosporum japonioum P 17 1640

Cxyptococous neoformans P 7 0.25

Hastomyces dermatitidie ¥ 7 0.06

Candida albicans P 7 > 160.0

Peniocillinm chrysogenum Q - 176} C 7 1.0

Penicillium rubrum ¢ 7 4.0

Penloillium glaucum c 7 > 16040

Aspergillus clavatus H 7 0.6

Aspergillue glauvous ¢ 7 3.0

Asporgillius oxizae c 7 > 160,0

Aspergillus niger c 7 s 160.0

Aspergillus japonicus c 7 5 16060

P ~ Medio de glucosa - peptona ( glucoea al 1 % - peptona al
1 %€ ), ajustado & un pH = 6,0 inoubado a 25°C.

C - Medio de Czapek - caldo ( fuente de carbono: sacarosa &l
3 % ajustado a un pH = 6.0, inoubado a 25°C.
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Continuacifn de la tabla no, 3
Espectre antimicrobiano de variotina.

Organismo prueba Kedio Dfas Minima concentrg.
cifn de vaxdotina
u/ml.

Rhigopus jJavenicus c 7 0.8
Rhigopua nigrioans ¢ 7 > 160.0
Rhizopus japoniouse c 7 > 160.0
Rhigzopus delamer c 1 5.0
Macor mucedo ¢ 7 > 160.0
Konilia formoma ¢ 7 1.0
Saccharonyoes cereviceae P 2 > 160,0
Saccharomyces seke P 2 > 160.0
Zygosaoccharonyces salsus P 2 > 160.0
Torula utilis P 2 > 160.0
Torula rubra P 2 > 160.0
Torula delbrackii P 2 > 160.0
Piochia miyaji P 2 > 160.0
¥illia asnomala P 2 > 160.0
Staphylococous pyogenes valr.

aureus 209 P B 1 > 160.0
Bsoheriochia coli B 1 > 160.0
Baoillus subtilis B 1 > 160.0
Mycobacterium asp 607 @eCe 7 > 16040

B -~ Medio de glucoaa ~ peptona ( igual que P, ajustado & pH = 7.0
incubado a 37°C,
@.0, - Medio de Czapek - gliverina ( fuente de carbono: giicerina

al 3 % ), ajustado & un pH = 7.0 incubado a 37°C.
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Todas las cepas productoras de tricofitiasis de la --
plel tienen confirmeda su sensibilidad.

3e4.8, ACTIVIDAD DEL ANTIBIOTICO VARIOTINA.

Los estudios sobre los agentes fungicidas han sido-

realizados por varios investigadores y muches substan
oles fungloidas e¢ comprobaron en dermatomicosis; aun
que golo algunos antibifticos fueron aplicados a hon-
gos patfgenos intermos.
Para probar la activided de la variotina se utilise~—
ron en total 37 cepas incluyendo 19 hongos patyfgenos-
de animales, 7 baoterias patfgenes y 11 hongos fitops
tégenos como se indica en la tabla # 4.

A partir de la substancia patrdn de referencia se -
prepard una soluoién en alcohol et{lico al 75 % ouya-
concentracifn final fue de 800 uMl. ( v/v ), 0.4 ml.
de diluciones seriadas de ésta se vaoiaron en cajas -
Petri & las cuales se le agregaron 20 ml. de agar fun
dido, mesoldndolas y dejdndolas solidificar.

Una asada del microorganismo prueba de 24 horas de
cultivo & 37°C en agar nutritivo fue suspendido en 10
wl, de solucién salina estéril. ( en bongos y levadu-
ras fue una esada en 1 mil{litro de solucidn salina ~
e8téril), colocéndose una asada de esta sauspensidén en
1{nea sobre el medio de agar contemiendo variotina, se
incubd & 37°C por 48 horas y se procedid a observar -
la dilucidn mfxima perea la inhibiocidn del erecimiento
( para hongoe y levadurss se inoubd a 27°C por 3, 5,

7 dfas y 2 senanas).



Tahla no, 4

Aotividad de variotina contras hongos fitopatégenos.

Organismo prueba Kedios |Dias (M{nima concentracifn de Va
riotina ean u/ milfilitrom,
Tusarium bulbigenum GoP. 8 10 ~ 100
Cexatostomella fimbriata GeF. § 3.0
Colletotrichum lagenarium P, 8 062 ~ 1.2
Phytophthore infestans GPe B 2040 ~9160.0
Altermaria bataticola G.P, 8 2040 ~160,0
Ophioholus greminis &P, 8 0.2 ¢~ 142
Collstotriohum oingulata G.P, 8 1.2 ~ 2,0
Colletotriohum tindemuthianum G.P. 8 20,0 ~>100.0
Endothia paxasitios @GP, 8 20,0 ~160,0
Rosellinia necatri G.P. 8 20.0 ~160,0
Gibberells fujikuroi G.P, 8 162 ~~020.0

@.P, - Agar de papa - glucosa, ajustado a un pH = 6.0, incubsdo & 25°C,



Continnaoidn de la tabla no.4

Acotividad antibacteriana de variotina contre bacterias patdgenas,
(método de plaoca).

Mioroorganisro prusha Varioting
Hicrococous p&ogonoe 10 X 104
vare. aureus FDA 209 P

Eaoherichia coll 1.0
Baoillum subtilis P C 1 219 1.0
Poosudomona asruginosa 1.0
Balmonells paratyphi A 1.0
Shigslla dysentheriae 1.0

Miocrococous pyogenes
var. auareus resieten
te & la penicllina 1.0

ts



Continuacidn de la tabla no, 4

Aotividad entifungioida de variotina contra hongos patdgenos de animales.

Organismo prueba

variotine
Minima diluoién inhi

vitoria X 10%.

Minima concentracidén
inhibitoria u/ml,

Oandida albioans

Candids srepiealis
Candida pssudotroplosiie
Candide kruaei

Candida parakrusel
Candida stellatoidea
Candida guillermondi
Cryptococcus neoformans
Rocardia astervides
Blestomyces dermatitidis
Geotrichum sp
Sporotriohum schencki
Hormodendrum pedrosi
Priohophyton mentagrophyte
Prichophyton tonsureans
Miorosporun audouini
Miorosporum canie
Bpiderwmephyton inguinale
Aspergilluse funigatus

10
1.0
10
150
1.0
1.0
140
64.0
1%0
256 .0
140
.0
32,0
32,0
128,0
128.0
16.0
32,0
1.0

16,0
1650
16.0
16.0
16,0
16.0
1640
0,25
16.0
0.063
1600
4,0
065
0.5
1.025
04125
1.0
0.5
1600

Copas: Universidad de Duke ( mftodo de placa ),
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La actividad antimioroblans fue representads por la
concentracién que tuvo la minima inhibioién en u/ml.

RESULTADOS EXPERIMENTALES.

Variotina tiene una actividad de¢ antibiético fuerte
sobre dermatofitos como son Triochophyton, Epidermophy
ton y también en micoeis intemas como son Blastomy--
c98 y Criptococcus; pero tambiém presente una aotivi-
dad 4#bil sobre Geotrichum, Nocardia, Aspergilius, y-
fandida, el espectro antibidtico de variotina es simi
lar cor el de tricomicina, nistatina y anfotericine y
otros antividticos polienos que tienen fuerte activi-
dad sobre Candida albicans,

Bn bacterias patégenas la variotina fue inefectiva en
diluciones de 1 X 10% § menos, En hongos fitopatége—
nos variotine tuvo efectividad sobre Chastomiun globo
sum, Cladosporum cucumerinum, Glomerella singulate,-—
Penicillium itelioum, Elsince fewcettii pero inefecti
va sobre Alternaris kikuchiena, Rhizopus nigricens.

3e4.9. ESTABILIDAD DE VARIOTINA.

1o~ Como se mmostrs eu la tabla # 5 la variotina por-

o{ wisma es inestable pero es mfs estable cuando 86 -

substituye el afre por un gas inerte como nitrégeno,-

la variotina es descompuesta aparsntoemente por oxida-

oidn.

2.~ Estabilidad de variotina disuslta en solventes ox

génicos,

Ia estabilidad de 1a solucidén de variotina contenien-

do 800 u/ml., en varios solventes orgénicos fue proba-
da.
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Tabla # 5

Botabilided de la variotina en el afre y el nitrdgeno.

Gea coneotado Temperature

V 5%¢ arec
Ritngeno 68 % 27 %
Adre 49 % 20 #

Las oifras representan % de actividad después de 30 dfas,
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En la tabla # 6 se indican los grados de la potencia
que permanece después de aumentar la temperatura a 37°
C, por 30 dfas. )

La variotina es mds estable en ootonas, enseguida en
ésteres bajamente inestable en alcoholes y completamen
te inestable en tetraclorurc de carbono, la estabili--
dad fue wn poco mds alta en alcohol etflico al 75 % -
que en alcohol puro, em alcohol al 75 % se produjo un
&cido cuando la variotina se descompuso y did reaccifn
positive a la formacién de #oido hidroxdmico, haciendo
se nogativa después de la descomposicién, estos facto-
res sugirieron que la descomposicién fue causada por -
1a ruptura de 1la ligadura éster.

3.~ Eotabilidad de variotine en alcobol al 75 %.

La influenola del pH y los efectos de varios egentes
estabilizantes fueron examinados por la tabla ortogo--
nal do clasificacién Ly ( 2'°), usando 8 000 u/ml, de
variotine em alcohol et{lico al 75 %.

Ls potencia que permanecid fue determinada despuds -
de aumentar la temperatura a 37°C por 30 dfas. Loe re
sultados fueron analizados y presentados en la tabls #
7. Los valores que permanecieron altos fueron 48 a pH=
6655 = Te0y & pH de 5.0 = 5465, fueron altop 4.6 y 8.4
%, cunando se agregd 0.05 % de E.D.T.Ae ¥ 0,05 % do =ee
hidroxianizol butilado respectivamente igual que a8l --
control.

La adicién de bieulfito de sodio y tiourea fue mds §
menos efectiva.



Tabla no. 6
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Estabilidad de variotina en solventes orgdnicos después

de 30 dfas a 37 °C.

Solventes Porcentaje de actividad
ropidual.
Aloohol 45
Aloohol et{lico al 75 % 55
Igopropancl 60
Btil acetato 95
Butil acetato 91
Agetona 100
Hetil isobutil cetona 100
Tetracloruro de carbono menor de 40

Concentracidn inicial : 8 000 unidades / milflitro.
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Ia relacifn entre la concentracidén y la estabilidad -
de la variotina en alcohol etflico al 75 % fuerom proba
dos con 8 lotes de preparaciones. Los valores de la po-
tencia que permanecié sobre el promedio se muestra en -
1la tabla # 7, la variotina fue m§s estable en bajas con
-oentraciones permaneciendo alto el valor de la potencia,
4= Eetabilided de la locién tépica de variotina a dife
rentes temperaturas.

Una muestra de locidn de variotina que contenia 800-
unidades / milflitro, 1.0 gramo de oloruro de bemzalco
nio, 0.05 milflitros de metilsalicilato, 0.2 milfliew-
tros de propilenglicel y €.1 milflitros de E.D.T.A. 00
o agente establlizante em 1.0 milf{litro de alcohol al
75 % y sumentada la temperatura de 25° a 37°C, la acti
vidad permanonte se muestra en la tabla # 8, al anali-
sar los datos de 27 casos,

5.~ Eptabilidad de variotina em polletilenglicoe

La prueba de un ungiiento comteniendoe 800 wnidades /
grexo de variotina em pollietilenglicol como base fue-
preparado y le influencis del pH, calidad de 1la base-
del unglionto y los efectos de varios agentes estabili
zantes fueron examinadoe por la table ortogonal ya —-
mencionada.

En las muestra se aumentd la temperatura a 50°C por
30 afas y el valor de ls potencia que permsmnecid fue-
analizado como se indica em la tabla # 9, el valor al
to de esta potencia fue de 66 ¥ a pH de 4.0 ~ 5.0 que
a pH de 6.0, Be obtuvo 10.26 % mfs alto que el con -~



Table no. 7

Bteotos de algunos factores sobre ls estabilizacifn de variotina 8 000 u/ml.
Disuelta en aloohol etflico al 75 %, despufe de 30 afas s 3790, el porcentaje

de 1s aotividad restante fue analizadm.

Factores Hivel 1  Efeotos factoriales % Fivel 2
P 5¢0 =.5.65| = 264 D |+ 2.4 6035 = 740
BeDeTohs 0.05 % |+ 23 b - 23 0.01 %
pH 540 = 6435 |~ Out + Oat 5,65 = 7.0
Metabisulfito 0% - 1.0 + 1.0 © 0405 %
de sodio

Hidroxianizol 0405 % |+ 442 & - 4.2 0%
butilado

Tiourea 0 # - 1.6 + 1.6 0.05 %

Promedio = 90,8 ¥

é: ¥ ?‘3.55)
P ( 0.01)

8c



Pavlae no, 6 .

Estabilidad de la looidn tdpica de variotina, porcentaje de aotividad

wedtante,. o
Temporatura Menes
1 2 4 6 7 8 9
25°C - - - 100 93 94 98
37°C 96 100 104 85 88 84 97

68



Tabla no, 9

Efectos de algunos faotores sobre la estabilizacidn de ungllento de variotina
( 800 u/gramo) en polietilengliocol. El porormtaje de actividad restante se-

analizd después de 30 dfas & 50°C,

Paotores Rivel 1 % efeatos factoriales Nfvel 2
pH 640 + 3030 afo | ~ 3.3 | 4.0 - 5.0
pE 4.0 - 0090 + 0090 540
Tiourea 0.01 % + 5013 :g - 543 0%
Polietilenglicol| Producto de + 2405 8. - 2,05| Producto de
U, Uo. 8. de Co.
Hidroxianigol 0.01 % + 1438 -1.38 0%
butilado
Metabisul£ito 0% - 3431 A [+ 3031 0%
de sodio
Butilhidroxito 0% - 0.96 + 0,96 0.01 %
luol
Propilgalato 0% - 5.75 AD |+ 5,75 0,015 %
E.D.T.A, 0.10 % + 0,65 - 0465 0%

Promedio = 96.0 %
g = 500 %
2b. 7 (0.01)

ot
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trol cuando se afadif 0.01 % de tiourea.

La adioifn de 0.05 % de metabisulfito de sodio 7 -~--
0.01 £ de propilgalato incrementd el valor de 6,62 % a
11.5 % respectivamente; aunque mo hay diferencias sige
nifiocativas, el pH de 4.0 fue mejor que el pH de 5.0,
la adicién de hidroxianizol butilado, butilhidroxito-
lueno, o E.D.T.A. fueron mds o menos efectivos.

6e~ La ostabilidad del ungfiento de variotine re muEB--
tre en la tabla # 10, la formuleoién fue examinada deg
puda ds incrementar la tomperatura de 25° a 37°C. Log-
repultados mostrados en la tabla nos indican potencies
no bajas en 3 sBeranas.

Conocluyendo: la variotins es por sl nmisma una substan-
voia inestable; pero es mge estable en soluciones he--
chas son solventes orgfnicos,

Los solventes que estabilizem a la variotina son en
el siguiente ordem: cetonasm, geteres, y aleocholes. Se
obtienen mejores resultados con alcohol al 75 % que~-
con aloohol puro.

En aloohol al 75 % se prefiere un pH d8 6.0 - 7.0 ¥
el E.D.T.A o0 el hidroxianizol butilado tienen oxcelen
tes afectos estabilizantes,

EJ. ungtiento de variotina en base de polietllenglicol
o5 mds estable a un pH de 4.0; la tiourea, el metabl—
sulfito de sodio o el propilgalato son excelentes mgen
tea estabilizantes,



Tabla no. 10

Rislacidn entre las estabilidades y concentraciones de variotina en aloohol &l 75 %

| Poréentajé de mctividad Vparuianente a JTe0,

1a. Bomang 20n., semana 3a. sommna 48 BOmANS
8 000 u/ml. 79 69 54 -
1 €00 u/ml, - 98 92 50
800 u/ml. - 98 95 85

(4
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3e4.10 U803,

La incidencia como la variedad de formas oclinioms en
lan dermatomicosis, dan lugar & diferemtes tipos-de in
terpretaciones en el diagndastico y sobre todo en lag -~
medidan terspfuticas a seguir.

Dermatomicosis, dermatofitias o tinea, son micosis cg
tfneas producidas por los gémeros Tricofitén, Epidermo
fitdn, Miorosporia, y Querwtinmomices, que se rewncn ba
Jo el nombre comin de dermatofitos, 1os que por no re-
produciree por un proceso sexual caracterfstico estén
inocluidos en o1 grupo de los hongos impexfectos,

La palabra Pinoe ( del Latfn tinea = polilla ) es un
nombre genérico aplicado a varias enformedades cAuGR~
das por diversas clases de hongos pardsitos que afeo—
tan la piel y sua anexos.

Desde el punto de vista terspéutico lam férmmnlas des
tinadas a tratar las tineas debem de tener una accién-
fungietdtica y sobre todo fungioida, con gran poder de
penetracién en la ocapa cérnea para entrar em contacto-
cor las esporas y los micelios, acompafifndose 1la subg~
tancia activa de uvm vehkfculo apropiado que tenga we—
aooifn bacteriocida; ya que a veeces hay infecciones 8g
cundariss sodreagregadas, dioho vehfculo no debe pro-
ducir irritheidn tisular, semsibilidad o entigemioi--
m.

La variotina esté indiocada en el tretamiento de las
distintas foxrmme de tineas producidas por dexwmatofi--
tos gue cominmente afectan la piel, mwcosss, pelos y-
uflag, pie de atleta, ( tinea pedis ), tinea cruris, -
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tinea oorporis, tinea imbricata, tinea ingHinalis, ti
nea versicolor, tinea barbae, tinea capitis y no se rg
duce au accidn por la presencia de sangre, pus o suerv
et la lesidn.

Bstd contraindicada en lag lesiones de tuberenlosis-
an la plel, herpes simple, vacunas y varicela.

Jede1l. EPECTOS SECURDARIOS.

Farmacoldégicamente no provoca reaccidn loocal aprecia
ble al ser aplicado a la pilel, ni produce sfectos noto
408 sobre la funecidn adrenal, como tampoco influye em
ol peso somdiico.

A veces pusde haber ligera alteracidén en el hemogra-
s, tiene aderds acoidn colinérgics sobre el sistema~
nervioso auténomo, 1o cnal se reduce en intemsided pox
una aplicaoién continua scbre el miseulo, 8jerce ~——
acoién anestésica o a veces antibdética a niveles nda-
alt09; a ello de debe que la eplicacidu continua de -
variotina cauee menor efecto téxico.

Ia potencia de variotina se exprema on widades.

“ Una upidsd es le cantidsd mfnima de variotina nece
saria pars Inhibir completamente el crecimiemto de ==
1 milfiitro de Penicillium chrysogenum ATCO 10 002 en-
uwn medio de ocultive especial,

Les férmules farmacedticas que se han desarrollado y
cuyo prineipio activo es la variotina son: looién y —-
ungtiento.

A continuecidn se presenten algunas férmulas de ellos,
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Looidn de variotine.

Variotina comcentreda 800 u/l.
Alantoina

Cloruro de benzalconio

Hidroxianigol butilado

B,D.2.A., TSP

Propilenglicol USP

Aleohol etilico 96 %

Agun destilada.

Ungiiento de veriotina

Variotina ooncentrada 1 000 u/kl,
Qoruro de bensalconio

Agus deatilada

Hidroxisnizol butilado

RD. Ao T3P

Polietilenglicol USP 400

Polistilenglicol USP 4 000

En las dos f6ywulas presentes se ha comprobade el gran
podexr de penetracidén del antibidtico, la loocidén en cuya
férmula lleva alantofns, 1a cual es un agente queratoll
tic0, ayuda a permeabiliszar la capas oérmoa de la piel.

La prosencis del cloruro de benzeloonio en ambas £ér--
mulas les proporciona poder antibaocteriaxo.
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IV.- PARTE EXPERIMENTAL,

4.1, HETOD0O I¥ PRUEBA.
Determingcign de la potencia de varxiotina por el mf-
todo microbioldgico en placa utilisando Penicillium =
chrysogenum A¥CC 10 002,

¥edlo de oultivo utilizado.
Czapek -~ Dox agar cuya composioidn em la siguiente en-

gramos/ litroe.
Sacaross 30.0 grumos
Kitrato de sodio 3.0
Sulfato de magnesio 0.5 "
Cloxure de potaaio 0.5
Sulfato de plomo 0.01 *
Posfato dibdeico de potasio 1.0 "
Agar - agar 13.0 *

Disolver 48 gremos en un litro de agua destilada y es-
terilisar en autoclave dursmte 15 minutos a 121°C,
pH del medio listo para su uso a 30°C es de 743 + Oel &

Solucign amortiguadors de fosfatos O«1 M, PH = 6,0

Posfato monobdeico de potasio 11,7 gramos
Posfato dibfsico de sodio

dodeca hidratado 5.1 "

Agua destilads c.b.D. 1000 wmilflitros.

Si es neceaario,; ajistese el pH & 6.0 con esolucién de
hidréxido de potasic 10 N o 4eide fosférico 16 K.
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4,2, Microorganismo utilizado em la determinaciéne.

Se utilisé la cepa de Penicillium chrysogenum ATOO -
10 002,

4.3, Preparacifn del indculo.

a) Proparar un cultivo de osporas sembrando Penici--
1lium chrysogenum ATCC 10 002 en un tubo con agar -
Ozapek inclinado, incubar durante 7 dfame a 25°C, al-
oabo de loes cuales B8 recogen lag esporas oon 10 —w-
milflitros de solucidn salina estéril, pasando estes
ospores & una botella Roux conteniendo aproximsdsmen
to 300 mililitros del mismo modic de ocultivo estéril
inclinado y solidificado.

b) Incubese la siembrs anterior duvante 7 dfas a 24°.
27.00

¢) Cosechar con ayuds de perlas de vidrio estériles -
las osporas resultantes con 50 milflitros de agua des
tilada estéril conteniendo 0.05 % de polimorbato,

d) Ajustar la suspensién de esporas a un contenido de
alrededor de 106 - 1()7 esporas por wilflitro.
Utilizando pare ello un nefelfmetro o biea por medio-
de una ouenta bacteriana haciendo las diluciones gue-
sean necesarias, ’

En este camo particular se enocontrd que oran necess=—
rios 2 milflitros de la suspensifn de esporms gosechs
das directamente de la botella Roux para cade 100 mi--
1{litros de agar Czapek ( capa semilla ),

444 Preparascidn de las placas,
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a) Distribuir horizontalmente 21 milfliiroe de agar -

Czapek fundidos a cajas Petri de 20 x 100 mn.

b) Cubrir las cajas con tapss apropisdes, ocomo de por

celana vidriade y dejar smdurecer el medio, correspon

diendo éato a la capa base,

¢) Preparar la capa semills agregindole la cantidad. de
suspemsidén de esporas apropiada a oada 100 milflitros-
de agar Cmapek fundido y enfriado a 48°C, mezclar el -
indoulo con el agar cuidadesamente y agrégucnse 4 milf
litros de ¢nie a cada una de leo placas que contlenen-
108 21 milflitros de agar solidificado,

Maévanse las cajas de delante hacia atrds o bien en ~
forma oircular pare distribuir uniformemente el agar -
inoculadoe en la bagse de ager, solidifiocado.

4) Coléguense 6 cilindros de¢ acero inoxidable, de did~
nétro intemo de 6 milfmetxos, eatfriles sobre la su—
perficie del sgar inoculado & intervalos de 60° y e -
radios de 2,8 centfmetros,

4,5, Preparacifn de la solucién patrdm. ( tipo ) de Variotina

Patrdn: el termino patrém d¢ Vaxrlotina ( wariotine -
Naster Standar ), sigunifica un lote especifico de va--
riotina disuelta en alcohol etflico al 75 %, y adicio-
nado de E.D.T.A. & una conceatracién de 0.01 % que con
tiene 800 unidades / milf{litro de variotina, designads
por ol Instituto Naoional de salud del Japén como el -
patrén de comparaciin para la determinacién de la ———
potenola para el ensayo.
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El térmimo una unidad, " significa la cantidad de va -
riotina contenida er un milflitro de la miema oconcean-
tracifn, gque inhibo completamente el crecimiento de -
Penicillium chrysogeaum ATCC 10 002 *,

Preparacign de la curva tipo.

Preparar la curva %ipo usando concentraciones de le 8o
luoifn patnin de verlotina para tener: 0.64, 0.80, 1.0

"( punto de referencia ), 1625 7 1.56 unidades / milfli

tros. Diluyfndolas con solucidn mmortiguadora de foefa
tos pﬂ = 6.0
A continuacidn se presenta una tatla que nos ejemplari
38 osm0 llegar a estas conventrasiones partiendo de -
ws solucién patrdn de variotina que contiene 10 unida
des / milflitro. S1 de esta soluoién tomamos:

Solucién amor  oconcemtre

tiguadore, cion.
1546 mﬂitmﬂ o.b.p. 100 ml. 1.56 U/hlo
12,5 *® o 100 ml, 125 *
10.0 * von 100 ml, 1.0 *
8.0 " "o 100 mi, 0,80 *
6e4 " Boon 100 ml. 0.64 "

Preparacién de las maestras,

Ungflento de varioting conteniendo 1 000 nnidades por —
graio,.

1o~ Pesar un gramo de ungiiento y transferirlo a un e
tras erlenmeyer de 250 milflitros, con tapén esmerile-
do.

1
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2.~ Miadir 5.0 mililitros de ligroina y mezclar hasta
que se disuelva el ungiiento.

3.~ Afiadir 100 milflitroas de la solucién extractiva ~

( etanol sbaoluto - amortiguadora de fosfatos pK = 6.0
1:1, v/v ) , y mesocle bien,

40~ Dewpufs que la fase acuosa se ha separsdo, diluir -
mae porcifn de émia a tener une wided por mililitro --
con solucién axortiguadors de fosfatos pH = 6.0, proce
diéndose a ensayar. ( En este caso- se tomsn 10 milfli-
tros y se 1levan & 100 mil{litros con solucién amorti-
gundora d¢ fosfates pH = 6.0 teniemdo finalmente 1.0 -

u/ml,
4.8. ILocifn de variotima conteniendo 800 unidades / mililitro.

.Diluir wma porcidn conveniente para tener una tmidad-
por mil{litro, en este easo oade mil{litro de looién--
- contiena 800 unidades / milflitro se foman 12,5 milflj
tros de lociém so llevan a 100 milflitros con solucién
smortignadora de fosfatos pim 6.0, cbteniéndose la 80w
lucidn A,
Tomar de la solucidn A 1.0 milf{litro y llevar a 100 --
milflitros con solucién amortiguadora de fosfatos pH =
6.0, obteniémndose una concentracién final de una uni--
dad por milflitro.

4.9 Procedimimto para ol eunsayo.

1.~ En cada una de tree placas, llene tres cilindros -
con cads ooncentracidn y lleme los otros tres cilin--
dros de todas las placas con la concentracién de una-
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unidad por milflitro.

Asf quedazren 36 cilindroe con esta \ltima concentra
oifn y 9 oilindros con cada une de las concentraciones
restantes,

Inoubar las placas dursnte 48 horas a 25°C,

Modir el didmetro de omda halo de inhibicién aproximén
dose a dfcimas de milfmetro, usando un pProyector Adee
cuado.

Promediar las lesturas de la concentracifm de una uni-
dad por milflitro y las lecturas de osda punio en cada
grupo de tres placas y promedie también las 36 lectu~-
rae de la concentracién de una unidad por milflitro.
Este promedio ez el punto de correocién de la ocurva.
Corregir el valor promedioc obtenido en cada concentra
cién, 81 las lecturas de la concentracién de una uni-
dad por milflitro en ese grupo de placas no fuersn -
iguales al punto de correccidén; por ejemplo, Bi se —
trata de corresglir la concentracidén de 0.80 unidades -
por milfiitro, se tiene gque ek promedio de las lectu-
rag de¢ las concentraciones de los 36 oilindroe do une
unided por wmilflitro ( punto de correceién ), o8 de -
18 milfmetros y que el promedio de ests misma concen—
trecién en el grupo de 3 placas de 0,80 unidades por-
ailflitro es de 17.8 milgmetros, la correcoién serd -
de 0e2 milfmetros, si el promedio de laes lecturas de-
la conoentraeifn de 0.80 unidades por milflitra es de
15 mildmetros el walor corregido serd de 15.2 milime-
tros,

Graficar los valores, incluyendo el promedio de las -
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36 lecturas de una unidad por milflitro em papel semi
logar{tmico de dos ciclos, co0looéndose las concentra-
clones en unidades por milflitro, come ordenadas y el
didmetro de las gonas de inhibioién en milimetroes como
aboises,
L =3A+2B4+C=FE
5

H= 384+ 2D &+ 0 -~ A
5
L « Es el didmetro corregido de la concentracién més -
baja de la curva.
H ~ Es el 4lémetro corregido de la concentracidn més -
alta de la ourva.
0 - Es el digmetro promedio de las 36 lecturss de la~-
conceutracidén de una unidad por mililitro.
Ay By D, B, son los promedios corregidos de las leotn
res de las concentraoiones de 0.64, 0.80, 1.25, y 1.56
unidades por milflitro respectivamente.

Procedimiento para el ensayo de la muestra,

Emplear tres placas para cada muestra de emseyo ( y
3 més para cade nuestrs adicional ), llemar tres cilin
dros de cada placa con la solucién patrén correspondien
te & una upidad por milflitro y tres cilindros con la
murestra cuya concentracién tedrica es de una unidad —
por milflitro, alternéndolas.

Incubar las placas durante 48 horas & 26°C y medir el-
difmetro de cada halo de inhibiciém, aproximando a d4é-

cimas de milimetro utilizando un proyector adecuado.
Para calcular la concentracidn de la muestra promediar



les lecturas de la dilucién intermedis patrén y las -
lecturas de la muestra.

a) 81 la muestra da un promedio de didmetro mayor que
el promedio del patrén agregar la diferencia entre -
ellos &l walor de una unidad por milflitro em la cur-
V&

b) 84 el valor del promedio de la muestra es menor que
el valor del patxrdén reste la difereoncis entre ellos, -
del valor de una unidad por milflitro.

o) De la curva, leexr las concentraciones correspondien
tos 8 los velores corregidos de las gonas y determi—
nar la potencia utilizando el factor de dilucién.

El método deserito anteriormente fue proporecionaio-
por la casa matris productora del antibiético fungioi
da, el cual al ser desarrollado en el laboratorio de-
control de ¢alidad de los laboratorios en loa que #e-
efectué este trabajo, le fueron hechas pequefias modi-
fiocaciones de aocuerdo al sistema ya implantedo y vali
dado param la determinacidén interna em la valoracidn -
miorobioldgica de antibibticos; siguiendo desde luego
las legislaciones vigentes, ol trebajo se realizd de-
la siguiente manera:

1.~ Medio de oultivo utllizado: Czapek Dox agar con ~
la misma concentracidn descrita auteriormente.
2.~ Solucifn smortiguadora utilizada en la prueba.

Solucidn smortiguadora de fosfatos pH = 6.0 cuya -
proparacifn ya se deseribif.
3+~ El microorganismo prueba utllizado en la determing



oién fue Peniocillium chrysogenum ATCC 10 002.

4.~ Preparacidn del iundoulo,

Preparado de la misma manera que marca el método des-
orito anteriormente.

5.~ Preparacidn de las placas.

8) Distribuir 21 milflitros de agar Czapek fundido en
10 cajas Petri estériles, 6 cajas corresponderdn a ls
curve patrén y 4 cajas para el problema, poniendo 4 cg
Jas més por oada problems adicional, dejar solidificar
( capa base ).

b) Agregar la cantidad apropiada de la suspensién de -
esporas ya ajustadas para cada 100 milflitros de agar
Czapek previamente fundido y enfriado a 489C ( 2 milf-
litres do la suspensidn de esporas tomades directamen-
te de 1la botella Roux ). ‘

o) Mezolar el indeulo con el agar cuidadosamente y 8-
grogar 4 milflitros de esta mescla e cada placa conte-
niendo los 21 milflitros de agar sin inocular y solidi
ficado, moviendo en forma circular para distribuir uni
formementeo &) agar inoculado, em la base de agar,

d) Colocer 6 cilindros estériles de acero inoxidable-
de didmetro interno de 6 mil{metros en la superficie-
del agar inoculado a intervalos de 60° y en radiocs de
2,8 centimetros empledndose para ello un colocador de-
ollindros,

6.~ Proparacidn de la solucidén patrén de variotina.

La preparacidn fué hecha como se indice en el inciw-
80 443,
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7e= Preparacidén de la curva tipo.
La preparacién se reslizd de la misma manera ya anota
da anteriormente, as{ como la preparacién de las -

© muestras.

8o~ Procedimiento para el ensayo.

En cade una de las 6 placas llensr 5 cilindros con --
oada una de las concentraciones ( 1.56, 1.25, 1.0 ¢ -
concentracifn intermedis, 0.80, 0.64 unidades por -
milflitros) como se esquematiza enseguida.
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En las cuatro cajas restantes alternando, llenar tres

cilindros con la solucién patrén correspondiente & --

une unided por mil{litro y tres oilindros con la mues

tra cuya concentracién tefrice es de une unided por mi
1f1itro.

Incubar laa placas durante 48 horas & 25°C y medir al

didmetro de cada halo de inhibicidén, aproximando a df

cimas de milflitro utiligando en este caso un medidor

do halos de inhibiocidn.

Promedisr las lecturas de la concentracifn de una uni-
dad por milflitxro en el grupo de 6 placas y las lectuw
ras de cads punto en las mismas que corresponden & A,-
B, D, y Ee

Aplicar las f£6rmulas sigulentess

Il om3+28+C-BE

5
H= 3 +2D+ 0~ A

5

- En el didmotro ocorrogido de la concentracién mds -
baja de la curva.

H - Bs el didmetro corregido de la concentracién mds -
alta de la ocurva.

0 -~ Es ol didmetro promedio de las concentraciones lei
das en una unidad por milflitro.

A, B, Dy E son los promedios corregidoe de las lectu=

ras de las concentracionss de 0.64, 0.80, 1.25, 1+56 ~

unidades por milflitro.
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Graficar los dos puntos obtenidos en papel semiloga
ritmioco de dos ciclos correspondiendo las ordenadas a
las oconcentraciones en unidades por milflitro, y en -
las abacisas el didmetro de las zonas do inhibicidn -
en wilfmetros.

Interpolando la concentracién de una unidad por milf
litro en la gréfica obtenids con los dos puntos ante--
riores, obtendremds el valor corregido en milimetros -
de la concentracifn intermedia.

Promediar enseguide las 12 lecturas obtenidas en las
cuatro cajas restantes de la dilueién interwedia ( una
unidad por milflitro ) y las 12 leoturdas-de la 80lue——
cifn prodlema ( concentracién tefrica de una unidad -
por milflitro ) , ésto nos servird para calcular la -
concentracifn prdotica de le mmestra.

De estr manera tendremos:

1w~ Valor corregido em la ourva de una unidad por mili
litro de la solucidén patrdn.

2.~ Promedio de las lecturas de la aolucidn patrén co~
rrida junto con la muestra problema.

3+~ Promedic de las lecturas de la muestra problema.

Al valor corregido en la curva de una unidad por wmilf-
litro de la solucifn tipo, réatese el promedio de las-
lecturas de la solucién patrdm corrida junto con la -

muestra.

a) 8l el promedio de las leoturas de la soluoidén patrén
corrido junto con la muestra es menor que el valor o0o-
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rregido en la curva de una unidad por milf{litro, la -
diferoncis se sumard al promedic de las lecturas de -
la mnestra problema, si es mayor se le restard, 4o es
te modc tendremos el valor corregido para el promedio
de las lecturas de la muestrae problema; ocon este dato
obtonido en milfmetros, lo llevamos a la curva ya tra
zada en el papel semilogaritmico de 2 ciclos y extra-
polendo obtenemos el valor de la concentracidén en uni
dades por milflitro de la muestra problema.

Cdloulos utilizando el factor de dilucidn para tener-
unidades por miligramo o milflitro.

Unidades/ilflitxos X fer. aforo X 2do. aforo ~ u/ng
Peso mta., en g. & ml. X fer. alicuota X 2da. alia.

4,10, METODO DE DIFUSIUN EN PLACA CON DISCOS IE PAPEL,.

1.~ Discos de papel f£iltro de 9 mili{metros de didme—
tro para 1a preparascidn de la curve patrin, asf oomo -
para la maesire, 96 procede dé la misma manera que pa~
ra 61 método de difusidn en placa con oilindros de ace
ro inoxidable; la unica variacidn es la preparacidén de
los discos de papel para poder efectuar la pruebe.
Procedimiento pare la curva patrdn.

Teniendo las concentraciones de 0,64, 0.80, 1.0 ( pun
to de referenoia ), 1.25, 1.56 unidades por mildlitro,
preparadas a partir de la solucidn patrén diluyéndolas
con solucién amortiguadora de fosfatos pH = 6.0.

Usar 6 placas para correr la curva patrdn incluyendo -
la de una unidad por milflitro que se usard como punto
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de referencia, y se incluird en ocada placa ( un total
de 10 places ).

En cada una de las 6 placas colocar un senaidisco pre
viamente humedecido con cede concentracifn en €280 --
que Aen necasario secar el exceso do humedad antes de
colocarlo, procurando gue dicho secado ssa uniforme -
para todas las concentraciones. ( ver esquenma )

En las ouairo oajas restantes ocolocar tres sensidis
coB previamente humedecidos con la solucidn patxdn --
correspondiente a une unidad por milflitro y tres sen
s8idiscos humedecidos con la muestra cuys concentracifn
tedrica es de una unidad por milflitro alterndndolos.
Incubar las placas durante 48 horas a 26°C. Medir el
didmetro de cada halo de inhibicidn aproximando a dé-
oimas de milimetros ueandc un proyector adecuado.



Promediar las lecturas de la concentracidén de una uni-
dad por milflitro y las lecturas de cada punto en el--
grupo de 6 placas.

Haocer las oorrecciones pare le obtencidn de los 408 ==
puntos aplicendo las £Srmulas ya mencionadas, de igual
manera como se hizo con el método anterior, graficando
en papel semilogar{tmico de dos ciclos colocando 1las -
concentraciones en unidades por milflitro como ordena~
das y como ebscisas el didmetro de les gonas de inhibi
cifn.

Tragar la curva correspondients, interpolando el prome
dio de las lecturss de una unidad por milflitro, pare~
tener el valor corregido en milfmetroe de la concentra
oién intermedia del patrda.

Promediar enseguids las 12 lecturas obtenidas en las -
ouatro placas restantes de la dilucidn intermedia ( u-
na unided por milflitro ) ésto nos servird para calcu-
lar la concentracidn préctica de la muestra.

A) velor corregido en la curva de una unidad por milgw
1itro de la curve tipo resiar el promedio de las lectu
ras de la misma solucién corride con la mmestra.

81 el promedio de las lecturas de la solucién patrén,-
corrida junto oon la muestra ea menor que el valor co-
rragido en la curva, de una unided por milflitro, la-
diferencie se sumard al promedio de las lecturas de —-
la muestrs problems, sl es mayor se le restard, tenien
do de esta mansra el valor corregido para el promedio=
de las lecturas de la muestra problema, oon este dato-
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obtebido en mildmetros, lo 1levamos a l& curva ya tra-
gada on ol pepel semilogaritmico de 2 ciclos; extrapo-
lando obtenemos el valor de la concentracién en unide~
des por mil{litro de la muestra problema.

Caloular la potencia en unidadea pox miligramo utili-—-
gando el factor de dilucién.

Unidades/mil{litro X ter. aforo X 2do. eforo = u/ng.
Peao nmta. en g. 6 ml. X 1er alicuota X 2da. alic.
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La finelidad perseguida al realizer el presente trabajo
fue la de poder ouantificar la veriabilided biolégica-
del método por difusién em placa de agar por esta razdn
ha sido realiszado en dos etapas diferentes.

is. Etapa:

Bn ésta se ha realizado el trabajo prdctico sometiendo-
un wismo lote de ungHiento de variotina 14 veces conseocu-
tives por el método del cilindro y 12 veces con discos-
de papel filtro ( sensidiscos ).

Con la looidn de veriotina se realizaron 12 andlisis de-
un mismo lote por ambas variantes hechas al método ya —
mencionado anteriormente,

28, Etapa:

En 4sta so snalizaxon 32 lotes diferentes de ambas f£OIw—
mas farmaosgticas con las dos variantes,

En las tablas que & continuacidn 8¢ muestran, @e han -
agrupado en forma ordenada los resultados prdcticos ob-
tenidos en ambss determinaciones.

Tambien se presentan loe resultados del andlisis estadfs
tico a que fucron sometidos los resultados prdoticos ob-
tenidos,

Lo oual nos permitié no solamente cusntificar la veriabi-
1idad del método biloldgico, 8ino que nos sefislé asocisoip
nes, mignificaciones o pardmetros que ampliaron nuestro -
horizonte de comprensidn, todo dentro del marco de la pro
babilidad.



V= Resultados.

Método de difusidén en placa con penicilindros.
Ungliento de variotina lote G 00356.

Potencis em u/gr. %
1) 1 010,79 101.08
2) 1 014.08 101,40
3) 1 015,90 101.60
4) 1 017.44 101.74
5) 1 018,86 101,88
6) 1 019,60 101.96
1) 1 019.80 101,98
8) 1 020400 102,00
9) 1 020,79 i 102,08
10) 1 020.81 102,08
11) 1 021519 102412
12) 1 021.82 10218
13) 1 022463 102,26
14) 1 024495 102449
Y= 1 019.19 u/gr. 101.92 %

Desviacidén esténdar = 8 = 3,51
Error estdndar = ES = 0,94
Coeficientes de varimoidén = ov = 0.3448



Método de difusidén en placa con discos de papel.
Ungliento de variotina lote G 00356.

Potencia en u/gr. %
1) 1 011,89 : 101.19
2) 1 014.03 101.40
3) 1 014,33 101443
4) 1 015,95 101,60
5) 1 016.30 101.63
6) 1 016,33 101.63
7) 1 017.78 . 101.78
8) 1 018.18 101,82
9) 1 018479 101.88
10) . 1 018.87 101.88
11) . 1 019.04 101.90
12) 1 019.52 101495
Ia 1 016475 u/gr. 101.67 %

Desviacién eatdndar = § = 2,28
Error estdndar = ES = 0,66
Ooeficlente de variacién = ov = 0,065,
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Prueba de t para el ungiento de variotina.

tn 1081

Limites fiduoiales para el método de oilindro placa.

1 020,89

. u/@c
1 017.49

Ifnites fiduciales para ¢l método con discos de papel.

1 017.94

U/ &L
1 01555



M&todo de difusidén en placa con penicilindros,
Iooién de variotina lote K 90133.

Potencia en u/mnl. %
1) 788.0 98,5
2) 788.0 98.5
3) 792.0 ‘ 99.0
4) 792.0 99.0
6) 792,0 99,0
7) T92.0 99.0
8) 79640 99.5
9) 79640 99.5
H0 ) 796.0 995
11) 800.0 100.0
12) 804.0 100.5
I= 794.0 u/ul, 99,25 %

. Deaviaocidn esténdar = S = 4,47

Brror estdndar = ES = 1,29
Cfoefioienta de variacidn = ov = 0,56
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Método de difusidén en placa con discos de papel,
Looidn de variotina.

Potencis en u/ml, £
1) 788.0 98,5
2) 790.0 98.8
3) 791.0 98.9
4) 792.0 99.0
5) 792.0 \ 99.0
6) 792.0 99.0
7) 792.0 99.0
8) 792.0 99,0
9) 793.6 99,2
10) 79346 99,2
11) 796.0 99.5
12) 800.0 100.0
s  792.73 u/l. 99,09 %

Desviacidn ootémdar = S = 2,85
Error estdndar = ES = 0,82
Coeficiente de variacidn = ov = 0,36



62

Prusba de t para la looidn de variotina,
t = 0,730
Iinites fiduciales para el método de cilindro placa.

794.94
793.06

I{mites fiduciales pars el método con disoos de papel

9333
792413
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S5e%e Segunda etapa.

Método de difusidén en placa con dimcos de papel.
Ungliento de varioiina,

Lote no. u/gramno %

C ~ 83693 © 992,06 99.2
H ~ 94971 995.35 99.5
M- 6010 1 000.00 100.0
" - 6509 1 004,90 1005
C - 00445 1 009.62 101.0
J ~ 84268 1 010.00 101.0
K - 6406 1 012,30 101023
¥ - 6203 1 012.89 101.30
C ~ 83974 1 014,70 10150
G - 94433 1 013.23 102.00
0 - 83694 1 020.00 102,00
@ ~ 00356 1 024.06 102,40
M - 5705 1 028,13 103,00
¥ -~ 6611 1 052,15 105,20
K - 6304 1 081.84 108,00
Y= 1 018.48 u/g. 101.85 %

Desviacidén esténdar = S o 22,1
Brror esténdar = ES = 5,71
Coeficiente de varlacidn = ov = 2,17
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Método de difusidén en plmoa don penicilindros.
Ungliento de variotina.

Desvieoidn esténdar = 20.4 = S
Error estdndar = ES = 5,27

Coeficiente de variacifn = ov = 2,036

Lote mo. u/gramo %
H « 94971 967.40 97.0
N~ 6611 979.00 98.0
¥~ 6010 979.60 98.0
G - 00356 983.00 98.3
{ N~ 6509 985.20 9845
¢ -~ 00445 995.20 99,52
0 -~ 83693 1 005,00 100,50
K-~ 5705 1 009.00 100.90
0 - 83694 1 010.00 101,00
N~ 6203 1 013.00 101.30
R . 6304 1 016,00 101,60
H . 83794 1 020,00 10240
J - 84268 1 034.50 103445
N . 6406 1 040,70 104.07
Ya 1 002.38 u/g. 100,23 #
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Prueba de % para ol ungliento de variotine.
tm 109468
Limites fiduoiales para el método dsl disco de papel

1 026414 u/ge
1 014472

Linites fiduciales para el método de cilindro placa.

1 009.59 u/g.
999,05
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5.3, Nétodo de difusidn en placa con discos de papel.
Looidn de variotina.

L:[.cm: no. w/milflitro %

E ¥ 3701 792,0 99,0
I - 90132 792.0 99,0
K = 90133 792.0 99,0
D - 83691 800.0 100.0
N - 3205 80040 100.0
M- 3307 800,0 1000
P~ 4310 808,0 101.0
N~ 4205 808.0 101.0
N - 3804 8160 102.0
M - 33612 816,0 102.0
B - 94355 816,0 102,0
M- 3510 816.0 102,0
H ~ 94970 820,0 102.5
G - 94723 820.0 102.5
N -« 3409 824.0 103.0
J - 84124 848,0 106.0
b oF 81045 u/ml. 101.3 %

Desviacidn estdndar = S = 14.27
Error esténdar = BS = 3,57
Loeficiente de varimcidn = ov = 1,76



Método de difusidn en placa con pemicilindros.

Locién de wariotina.

lote no. u/mil{litroa %
I~ 90132 77640 97.0
K-~ 23701 78440 98.0
¥~ 3510 792.0 99.0
X - 90133 T92.0 99.0
¥~ 4205 792.1 99.0
¥« 3409 792.1 99.0
¥~ 3904 800.0 100.0
M. 3612 800.0 1000
¥« 3205 800.0 100.0
¥~ 3307 800.0 100.0
¥« 3804 808.0 101.0
H - 94790 816.0 102.0
D ~ 83691 816.0 102.0
B ~ 94355 840.0 105.0
& - 94723 840.0 105.0
J - 84124 840.,0 105.0
b gF 80606 u/ml. 100.82 %

Desviacidn estfndar = 3 = 14,65
Exrror estdndar = ES = 3,55

Coeficiente de variacién = cov = 1,82
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Pruebae de t para la locidn de variotina,
t= 006376
Limites fiduciales para el método del diaco de papel

814471 /ul.
807457

I{mites fiduciales pars el método de oilindro placa.

810,79 u/ml,
803.69
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Vi.~ Anélisis de resultados y conclueiones,

Los resuliados obtenidos en el andlisis estadfstico -
fuoron sometidos a la prueba de t students pars mues-
tras y se considerd una diferencia aignificativa a un
nivel de p = 0.05.

Obtenifndose en la prueba, volores menores a loe esta
blecidos on la tabla para un ndmero igual de muestras
analigadap.

Por 1o que s¢ concliye que al no haber encontrado ---
diferencias significativas, podemos utilizar pars la-
determinacidn de la potencia de nuestro cOmPUEStO, -
cualquiers de¢ las dos variantes hechas al método de-
difueidén en placa de agar.
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Revisoén bibliogrifica.

Un antibidético fungiclda fue aislade de un filtrado
de cultivo de Pecilomices varioti Bainier var. anti
biotiousy el antibiétioco se llamé variotina,

Le variotine es una substancia aceitose y soluble —-
on muchos solventes orgénicos, excepto en fter de =~
petrdleo y agua, la £érmula pregentade para varioti-

Le variotine pregsenta actividad ocontra varias clases
de hongos y tiene baja toxicidad em ratones ( 15 ).

Recientemente un nfmerv de quimioterapéuticos para-
dermatomicosis han sido investigadoe y probados olfni
canenie. Sus ingredientes son en su mAayor parte COMew
puestos de merourio, clorurcs o fenol halogenados, --
conteniendo compuestos orgdnicos del azufre y antibid
ticos, ,

1.= Kl espeotro del antibidtico variotina se examiné-
con un nfmero de hongos patégenoe inoluyendo la fuerte

actividad de Prichophyton, Oriptococcus, y Blastomices
y algumos hongos fitopatégenos; pero es insctivo en =
baoterias.

2¢= Los efoctos Qe variotina fueron probados sobre =
nuevas cepas produoidas de Trichophyton.

3o~ La aotivided de variotina decrecid de un medio a -
un ouarto por la adicidn de suero del 10 - 50 %.
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4o~ La aotividad de variotina no estd influemcisda por
los amplios rangos de pH.

5.= En 8l tratamiento experimental de tricofitosis con
locidn de variotina, Trichophyton no desapareocib.

6o~ La aguda toxicided de variotina administrada inire
peritoneal, suboutdnea y oralmente fueron muy bajes se
obsexrvaron reacciones téxicas en mis de 160 000 u/Kg.-
de peso corporal.

7+= Se conoluyé gue la preperacidén de variotine puede-
ger aplicada con toda seguridad. ( 1 )

La variotine por sf{ misma e una substanoia ineatabdle,
pero es muy estable em soluciones de solventes oxgdni-
con,

2,~ Los solventes que estabilizan & la variotina son =
en debido orden: Cetonas, esteres, y alcoholes., Mejores
resultados son obtenidos ocom solucidn alcohdlica al ~
75 % que oon alcohol puro.

3.~ En soluoidén aloohélica al 75 % con pH preferible
entre 6.0 = 7.0 y sal disddioca del dcido etilendismi
no tetrdaetico o hidroxianizol butilsdo, tienen un --
excelente efecto de estabilizacidn.

Le estabilizacidn var{a con las concentraciones de -
variotine y dentxo de los l{mites de 800 = 8 000 =w-
u/ml., ae obtuvo una mejor estabilidad con bajas com
centraciones.
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4.~ El ungliento de variotine en base de polietilengli
col o8 mds estable a pH = 4.0, tiourea, metabisulfito
de sodio o propilgalato tienen excelente efecto esta~
biligzante.

1.~ Ia accidn farmacoldgica del nuevo antibidtico v~
riotina y sus productos de degradaoién fueron estudia
dos.

2.~ Cambios no apreciables a excepcién de ligero enrg
Jeoilmiento de la piel fue observado cuando fue untada
variotina conseoutivamente sodbre la piel normal, heri
da cortante, heridae punzante o inyeotada intra o sub-
cutaneamente, no afectaron el hemograma, nl el pPoso=

corporal.

3.~ La variotine no tuvo efectos sobre el corazén aig
lado de sapos, en bajas concentraciones, pero tuvo =
antagonismo en los movimientos de corazén a altas con
centracionas en proporcidén a loa niveles.

Efectos similares fueron observadoes con loa productos
de degradacifn ds variotina.

Le variotina en bajas concentreciones inorements la -
amplitud del tonmo muscular de intestino aislado de --
cone jos y puercos de guinea, mientras que en altas ~-
soncentraciones decrece casi en proporeién a los nive
les de variotina,

Resultados silmilares fueron obtenidos con los produc-
tos de degradacién.
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De esta manera la aoccién de variotina sobre oora.Azdn e
intestino, resume condiclones normales por la irriga-
oifn de soluciones de Ringer o Tirode.

Ia etrcpina antagfnize le accidn depresiva de los mo-
vinientos del corazdn por variotine. Una accién anta~
gfnica fue notads entre 1la acoifn depresiva de vario-
tina sobre los movimientos intestinales y la acoién -
do bario o acetiloolina, espaoiélmente, le acoidn an-
{tibario.

Una agsoifn sntaginica con histamina fue tambien obser
vada,

Genaralments, variotina tuvo un pequefio efecto sobre-
la presifn sanguinea y reepiracién de conejos pero —-
una pequefia baja de la presién sanguinee y ecelera--—-
eién de la respiracidén fue observado con grundes dosi
ficaoiones. La atropina antagonizd esta acoién, pero

no despuds los efectos bilaterales.

4¢~ La senaidbilidad de los conejos a las drvgas ag--
tuando sobre sistoma nervioso suténomo, la acetilog
lina, pilocarpine ¥y epirenamina fueron bajando con-
la aplicacidn consecutiva de variotina,

5.~ De estos resultados no hay moticias de acoidn far
nacoldgica en la aplicacifn exterma de variotina des=-
de la acoidn sobre Srganos aislados, la respiracién y-
la presién sanguinea, las comcentraciones bajas de =

variotina fueron conoluyentes a tener accidn colinéz

glea aunque ligera.
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Scbre los otros trabajos, la variotina en altae oon--
centraciones tiene accidn narcética mobre mfsculos eg
pecialmente. La accifn antidarium fue remarcable, El-
tono del sistems suténomo fue reprimido bajamente con
aplioceoifn consecutiva de variotina.

Los hechos de que la veriotina deprime el tono del =
pistema nerviodo auténomo en aplicaciones consecutiee
vas indioa esto, efectos alimicos favorables desde el
punto de vista defence fisico. ( 11 )

Como se deseribié en los otros reportes, la variotina
tuvo pequeflos efectos sobre Candida, pero fue efesti-
va aobre Triochophyton claremente s bajas concentrfe=
ciones.

La inaotivaoidn por protefine del suerc fue examinado
por pruchas baoteriostdticas in vitro y curvas de cre
cimiento y pruebas de inhibiocién respiratoria de Can-
dida albicanas, que fueron reportados después de expe-
rimentos repetidos.

La solucidn de variotina mostré un grado de efeotivi-
dad de 77.2 # y ol ungllonto de veriotina de 58.8 #.
Reaooci.ones Becundaries fueron encontradas con 80lu-——
cifn de variotina en 8.3 % de pacientes pero ningin
caso con ungllento de variotina. ( 27 )

Liquido de variotina ( locién de variotina ) una nueva
droge fngica fue aplicada a Pityriasis versicolor,—-
Trichophytia pompbolyciformis, Trichophytia ecsemato-
sa ¥ Trichophytia maculovesiculosa.
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El grado de efectividad de 80.6 % fue obtenido séla--
mente un camso y fue suspendido el tratamiento por ---

reacciones secundariss. ( 21 )

1.~ La variotina fue administrada localmente en 36 ~-

pacientes con dermatomicosis,

2.~ En 24 paoientes oon tinea pedis, el grado de efeec
tividad fue de 82.6 %,

3.~ En 12 pacientes con tinea orurie el grado de efec
tividad fue de 83.3 %, en general, lesiones hiperquera
tética fueron menos fiables para este agente.

4.~ En un cago de tinea pedim, dermatitis por contao-

to como un efecto secundario oourrid 8 dfas después -

de la apliosoidén . ( 18 )

La variotina fue efeotiva en 85.7 % de tricofitosis,
sl efecto o® marcadamente en comparacidn com viejos
terapéuticos pare tricofitosis.

2+~ La variotina es efectiva sobre ambas lesiones se-
oas y himedas. Aplicaciones prolongadas de variotina
fueron hoohas une semana despuds de la oura pars e
provenir recurrencias en muchos 0a808. :

Jo~ Ko hmbo efactos secundarios. El uso &9 variotinae
e8 rocomendado porque e8 inocolora y no itiene 0lor ~-
£Atido, ( 16 )

40 pacientes entremezclados con dermatofitosis proba-
da y tratads ocon variotina; 4 pacientes limpiocs, 12--
pacientes mostraron mejoramiento, y 18 pacientes mog
traron respuesta favorable. ( 6 )
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La tintura de variotina es una de las mds excelentes
drogas fingicas para ser usadas en infecciones Buper
ficiales de hongos. ( 23 )

17 pacientes con varies enfermedades de hongoe de la
plel fueron tratados con locidén de variotina.

Pueron observados progresos en 76 % de ellos, la pre-
paracidn tiende a ser mds efectiva en tratamientos de
infecciones superficiales de hongos. Comparado con -
otros fungleides como es ol ungflento de tricomicina,-
ungliento de nistetina, no mancha la ropa y tiene un-
olor agradable y puede sor un¢ &e¢ los mds excelentes

agentes féngioos de uso tfpico. ( 29)

Aunque la efectividad de veriotina en tricofitia e8--
inconclusa en este estudio preliminar con una peguefia
cantided de pacientes y en un corto tiempo, un efecto
conoslderable ests sugiriendo que requlere experimen~-
tos clinicos poeteriores,

Los promenies autores intentaron la pruebs de varioti
na en tricofitis, especialmente en Irichophytia pon--
pholyoiformis, que se incremente con el veramno. ( 9 )

1e= I8 variotina no tiene actividad contra bacterias
pero es fuertemenie actliwa oontra hongos, especlalmen

te con Criptocogous y Irichophyton.

2+~ Resistencia a la variotina es rarsmente adquiride
¥ asuntagonismo definido no ha #ido sin embargo probado
3o~ Variotina tiene una actividad relativamente inefi
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caz contra protozoarios comparado contra otros anti~-
bidticos antibacteriales y fungales. Esto indica su -
baja toxicidad en el huesped.

4= Variotina inhibe fuertemente la respiracifn do -
protozoerios y cflulas tumorales de Bhrlich pero no a
lose Criptococcus. ( 17 )

i+~ Las aplicaciones consecutives de varioiina por =--
2 « 4 senanas fueron marcadamente efectivas en 32 w--
casos, efectivas en 19 e inefeotivas en 16 de 67 y el
grado de efeotividad fue de 76 %.

2.~ Bn cason efectivos que fue negativa para hongos i
inmediatamente después del tratamimmto. Los hongos -—
fueron detectados mioroscopicamente en 4 cases de 13
después de 16 - 45 dfas.

3.~ Fue imposible encontrar una relacién emtre la rede
teceidn de hongos y tipos de infecciones, pero 1og
hongos fusron detectados en { de 7 casos marcadamente

‘efectivos y'en mds de la mitad do casos efectivos.

Resultados similares fueron obtenidos en le slguiente
observacién aplicando drogas mercuriosas,
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